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摘 要 
目的：探讨新型 CRM1 抑制剂对套细胞淋巴瘤（MCL）细胞自噬的影响和
机制。 
方法：应用 CCK8 法检测新型 CRM1 抑制剂 KPT-185 对 8 株 MCL 细胞的
增殖抑制作用、KPT-185 联合蛋白酶体抑制剂 Carfilzomib（CFZ）对 JVM2 和
JEKO-1 细胞的增殖抑制作用，并用 CalcuSyn 软件分析 KPT-185 与 CFZ 的联合
用药指数（Combination index，CI）；不同浓度的 KPT-185 作用于 JEKO-1 和 Z-138
细胞后不同时间，采用 MDC 荧光染色、MDC 染色流式细胞术分析自噬小体的
形成，Western Blot 法检测 LC3B-Ⅱ蛋白表达水平，以了解 KPT-185 对 MCL 细
胞自噬的影响；应用 Western Blot 法、RT-PCR 技术和细胞免疫荧光法检测
KPT-185 对 JEKO-1 和 Z-138 细胞 Beclin-1 表达水平的影响。 
结果：新型 CRM1 抑制剂 KPT-185 能明显抑制 8 株 MCL 细胞增殖，当与
CFZ 联合应用作用于 JEKO-1 和 JVM2 细胞时，两药的联合用药指数 CI 在大多
数浓度条件下＜1（表明有协同作用）。KPT-185 50nmol 作用于 JEKO-1 和 Z-138
细胞 3h、24h 后，MDC 染色荧光显微镜下观察发现 KPT-185 24h 组细胞自噬小
体形成较对照组明显增多（P＜0.05），MDC 染色流式细胞术分析发现 KPT-185 3h
组、24h 组 MDC 荧光强度较对照组增强，且 24h 组强于 3h 组；KPT-185 50nmol/L
处理 JEKO-1 和 Z-138 细胞不同时间（0.5、1、2、3、6、12、24h），Western Blot
法显示 24h 时 LC3B-Ⅱ蛋白表达明显增高（P＜0.01）；不同浓度（0、25、50、
100、200nmol/L）KPT-185 处理 JEKO-1 和 Z-138 细胞 24h，Western Blot 法显示
随着 KPT-185 浓度增加，LC3B-Ⅱ蛋白表达逐渐增强（P＜0.05）；KPT-185 
50umol/L、氯喹（CQ）40umol/L、KPT-185 50umol/L 联合 CQ 40umol/L 作用于
JEKO-1 和 Z-138 细胞 24h，KPT-185 组、CQ 组 LC3B-Ⅱ蛋白表达增高（P＜0.05），
CQ+KPT-185组LC3B-Ⅱ蛋白表达较KPT-185组和CQ组更强（P＜0.05）。KPT-185 
50nmol/L 作用于 JEKO-1 和 Z-138 细胞 3、6、12、24h 后，Western Blot 结果显
示随着时间增加，Beclin-1 总蛋白表达水平逐渐升高，24h 时表达最高（P＜0.05），
胞质 Beclin-1 表达在 3h 时增强（P＜0.05），后逐渐降低，24h 时与对照组相比无
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统计学意义；KPT-185 50nmol/L 处理 JEKO-1 和 Z-138 细胞 12、24h 后，实时定
量 PCR 结果显示 KPT-185 处理组 Beclin-1 mRNA 表达水平较对照组明显增高（P
＜0.05），且 24h 组高于 12h 组；KPT-185 50nmol/L 处理 JEKO-1 细胞 3、24h 后，
细胞免疫荧光检测结果显示 3h 组 Beclin-1 蛋白胞核表达增强，24h 组 Beclin-1
蛋白胞质表达增强、CRM1 蛋白表达降低。 
结论：新型 CRM1 抑制剂 KPT-185 具有抑制 MCL 细胞增殖、激活 MCL 细
胞自噬的作用；KPT-185 可能通过提高 Beclin-1 的表达而激活 MCL 细胞自噬。 
关键词：新型 CRM1 抑制剂  套细胞淋巴瘤  自噬  Beclin-1 
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Abstract 
Objective: To investigate the influence of novel CRM1 inhibitor KPT-185 on 
autophagy of Mantle cell lymphoma (MCL) cell lines and its mechanism. 
Methods: CCK-8 assay was used to detect the growth of 8 established MCL cell 
lines treated with KPT-185 and the growth of JVM2 and JEKO-1 cells treated with 
KPT-185 combined with proteasome inhibitor Carfilzomib(CFZ) , CalcuSyn software 
was used to detected the Combination index(CI) of KPT-185 combined with CFZ; 
JEKO-1 and Z-138 cell lines were treated with different concentrations of KPT-185 
for different hours, autophagic features were determined by detecting acidic vesicular 
organelles (AVO) by MDC staining under fluorescence microscope after flow 
cytometry analysis and detecting protein expression of LC3B-II assessed by Western 
blotting to investigate the influence of KPT-185 on autophagy of MCL cell lines ; The 
autophagy related protein expression of Beclin-1 of JEKO-1 and Z-138 cell lines 
treated with KPT-185 was observed by Western blotting, RT-PCR assay and 
immunofluorescence. 
Results: The growth of 8 established MCL cell lines could be inhibited 
obviously by novel CRM1 inhibitor KPT-185 and the growth of JVM2 and JEKO-1 
cells could also be inhibited by KPT-185 combined CFZ, the CIs of the two drugs 
were almost below 1(synergy). JEKO-1 and Z-138 cell lines were treated with 
KPT-185 50nmol/L for 3h and 24h, the number of acidic vesicular organelles (AVO) 
by MDC staining under fluorescence microscope increased obviously in the KPT-185 
24h group compared with the control group (P＜0.05), MDC fluorescence intensity 
detected by flow cytometry analysis increased in the KPT-185 3h and 24h groups, and 
24h group increased more than 3h group. JEKO-1 and Z-138 cell lines were treated 
with KPT-185 50nmol/L for different hours (0.5, 1, 2, 3, 6, 12, 24h), protein 
expression of LC3B-II increased obviously at 24h (P＜0.01). JEKO-1 and Z-138 cell 
lines were treated with different concentrations (0, 25, 50, 100, 200nmol/L) of 
KPT-185 for 24 hours, as the concentration of KPT-185 increased, the protein 
expression of LC3B-II gradually enhanced (P＜0.05). JEKO-1 and Z-138 cell lines 
were treated with KPT-185 50umol/L、CQ 40umol/L、KPT-185 50umol/L+CQ 
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40umol/L for 24h, the protein expression of LC3B-II of KPT-185 group and CQ 
group enhanced (P＜0.05), the expression of LC3B-II in KPT-185+CQ group 
increased more(P＜0.05). JEKO-1 and Z-138 cell lines were treated with KPT-185 
50nmol/L for 3, 6, 12, 24h, as the time increased, the expression of Beclin-1 total 
protein gradually enhanced (P＜0.05), the expression of Beclin-1 nuclear protein 
increased at 3h (P＜0.05) and then decreased. JEKO-1 and Z-138 cell lines were 
treated with KPT-185 50nmol/L for 12 and 24h, the expression of Beclin-1 mRNA 
detected by RT-PCR assay enhanced dramatically in KPT-185 12h and 24h group 
compared with control group (P＜0.05), and the 24h group increased more than 12h 
group. JEKO-1 cell lines were treated with KPT-185 50nmol/L for 3h and 24h, 
detected by immunofluorescence, the expression of Beclin-1 nuclear protein increased 
at 3h, the expression of Beclin-1 cytoplasmic protein increased and CRM1 protein 
decreased at 24h. 
Conclusions: The novel CRM1 inhibitor KPT-185 could inhibit the growth of 
MCL cells; KPT-185 could induce autophagy which may be influenced by the 
up-regulation of Beclin-1. 
Keywords: novel CRM1 inhibitor; Mantle Cell Lymphoma; autophagy; Beclin-1 
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英 文 缩 略 词 表 
缩略词 英文全称 中文全称 
APS Ammonium persulfate 过硫酸铵 
Atg8 Autophagy-related gene 8 自噬相关基因 8 
CCK-8 Cell Counting Kit-8， 细胞计数试剂盒 
CFZ Carfilzomib 卡非佐米 
CI Combination index 联合用药指数 
CRM1 Chromosomal Region Maintenance 1 出核因子-1 
DMSO Dimethyl Sulfoxide 二甲基亚砜 
DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
ECL Enhanced chemiluminescence 化学发光自显影 
FBS Fetal bovine serum 胎牛血清 
IC50 50% inhibiting concentration 半数抑制浓度 
LC3 
Microtubule-Associated Protein 1 
Light Chain 3 
微管相关蛋白 1 轻链 3 
LMB Leptomycin B   来普霉素 B 
MCL Mantle Cell Lymphoma 套细胞淋巴瘤 
MDC Monodansylcadaverine 单丹磺酰尸胺 
NES Nuclear Export Signal 出核转运信号 
OD Optical Density 光密度 
PAGE PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 
PBS Phosphate-Buffered Saline 磷酸盐缓冲液 
PVDF Polyvinylidene Fluoride 聚偏二氟乙烯 
SDS Sodium dodecyl sulphate 十二烷基磺酸钠 
SINEs Selective Inhibitors of Nuclear Export 出核选择性抑制剂 
TBS Tris Buffered Saline 三羟甲基氨基甲烷缓冲盐水 
TEMED N，N，N，N-tetramethyl ethylene 四甲基乙二胺 
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diamine 
Tris Tris(hydroxymethyl) aminomethane 三羟甲基氨基甲烷 
WB Western blotting 蛋白免疫印迹 
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前 言 
套细胞淋巴瘤(Mantle Cell Lymphoma，MCL)是一种起源于B细胞的高侵袭性
的非霍奇金淋巴瘤，约占非霍奇金淋巴瘤的6 %，其发病率呈逐年升高趋势，严
重威胁着人类健康[1,2]。近几年在MCL诊断和治疗上取得一定进步，然而仍没有
标准治疗方案。初治病人虽然治疗反应较好，免疫靶向治疗联合高剂量化疗改
善了患者的缓解率，但仍有多数患者易复发，病情进展快，并难以接受强
化疗，预后差。因此临床亟待新的药物和新治疗策略。  
MCL具有独特病理学特征，在MCL细胞中可以检测到异常的Cyclin D1表达。
但是单有Cyclin D1过表达并没有成功诱导出MCL的动物模型，因此仅有Cyclin 
D1异常表达不足以导致MCL, 尚有其他的分子机制参与了MCL的发生，如CRM1
（Chromosomal Region Maintenance 1/ Exportin1/ Xpo1）基因表达[3]。研究发现
CRM1参与了MCL的病理生理进展。CRM1可以调节MCL的Cyclin D1的亚细胞定
位和功能、细胞周期进程、DNA损伤修复、PI3K信号通路和NF-κB 信号通路及
染色体稳态等方面[4]。 
CRM1基因最早发现于裂殖酵母，与染色体结构调控有关。蛋白的出核和入
核是一空间和时间协调的过程，需要几种重要的核质转运蛋白的参与，CRM1是
其中之一。CRM1是β 核转运蛋白（β一karyopherins）家族中的一员，由1071 个
氨基酸组成，是真核细胞中最重要的出核转运蛋白之一，主要负责带有出核转运
信号（nuclear export signal，NES）序列蛋白的出核转运。CRM1可介导富含NES 
的细胞蛋白的核输出，CRM1与目的蛋白的NES 序列结合，从而促进含有NES
的蛋白从核内转运至核外。通过NES 介导的核输出蛋白的机制，细胞可控制蛋
白的亚细胞定位[5]。 
CRM1在人类核输出受体中占主要地位，大部分肿瘤抑制蛋白的岀核过程专
一地依靠CRM1[6]。CRM1在多种肿瘤抑制因子的核质转运中起重要作用，而这
些肿瘤抑制因子被转运至胞浆后将失去其功能。由于这些依赖CRM1岀核的物质
在肿瘤细胞的增殖和生存方面发挥重要的作用，所以CRM1可能是抗肿瘤药物的
新靶点[7-11]。现已在一些肿瘤，如卵巢癌、子宫颈癌、胶质母细胞瘤中发现了CRM1
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过表达，且与其癌变相关[12-14]。 
在前期实验中，我们发现相比正常 B 淋巴细胞，CRM1 在 MCL 细胞株和原
代 MCL 细胞中有高表达。通过小干扰 RNA 抑制 CRM1 的表达，可以抑制 MCL
细胞生长。由前期实验结果我们推测靶向抑制 CRM1 可能对 MCL 有治疗价值。 
现已发现了几种CRM1抑制剂，来普霉素B（Leptomycin B，LMB）是其中
一种CRM1特异性抑制剂，在体外实验中具有显著的抗肿瘤效应。但因为该药物
在人体可耐受剂量下的低效和高毒性，LMB的一期临床试验终止[15]。研究发现
LMB的细胞毒作用是由于其会作用于CRM1之外的蛋白，对于CRM1的抑制并不
是导致LMB细胞毒作用的原因[16]。所以人们继续寻求新的靶向CRM1的抗肿瘤药
物。现在已发现了新的小分子出核选择性抑制剂（selective inhibitors of nuclear 
export, SINEs, KPT-SINE compounds）[17-19]。 
我们发现用 SINEs 抑制 MCL 细胞株和原代 MCL 细胞的 CRM1 表达，可以
显著地抑制 MCL 细胞生长并诱导凋亡。KPT-276 是 KPT-SINE 的一种，研究表
明，在患有淋巴瘤合并免疫缺陷的小鼠模型中，KPT-276 可以显著抑制肿瘤生长
且无明显毒副作用[20]。上述研究表明通过新型 CRM1 抑制剂 KPT-SINE 抑制
CRM1 的表达，可在体内和体外显著抑制 MCL 细胞生长，从而使 KPT-SINE 成
为新的 MCL 治疗方法。且评估 KPT-SINE 针对 MCL 病人治疗疗效的临床试验
已被批准。本课题我们选用 KPT-SINE 的一种，KPT-185，进行实验探讨。 
尽管新型 CRM1 抑制剂对 MCL 细胞增殖的抑制作用已经明确，但其机制仍
不清楚。自噬作为细胞Ⅱ型程序性死亡过程，我们将探讨新型 CRM1 抑制剂是
否对 MCL 细胞的自噬产生影响及影响自噬的机制。 
自噬（Autophagy）是胞质内受损的细胞器和大分子物质在膜包囊泡形成的
自噬体中降解成氨基酸、核酸等小分子的生物学过程，是细胞针对内环境变化所
做的有效反应，为真核细胞特有的生命现象[21]，在维持细胞分化、生存及自我
稳定中起着重要作用[22]。 
当细胞内营养不足或在雷帕霉素作用下而处于应激状态时，粗面内质网的非
核糖体区域及高尔基体等来源的自噬体膜脱落形成分隔膜，包绕在待降解物周
围，然后分隔膜逐渐延伸，将待降解物完全包绕形成自噬体，自噬体最后通过细
胞骨架微管系统运输至溶酶体与之融合形成自噬溶酶体。在多种蛋白水解酶的作
用下，自噬体的内层膜和底物被降解并形成小分子的氨基酸和脂肪酸等被细胞重
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新摄取，用于为细胞提供能量和合成大分子物质的原料[23]（图 1）。 
 
 
图1 细胞自噬过程 
根据底物进入溶酶体的途径可将自噬分为3 种类型：巨自噬、微自噬和分子
伴侣介导的自噬，其中巨自噬即通常所指的自噬，以自噬体的形成为特征。巨自
噬在细胞的自噬作用中占有最重要的地位，本研究检测的是巨自噬[24]。 
自噬在细胞生存中扮演了双重角色，一方面自噬可为肿瘤细胞在化放疗后提
供重新合成所必需的小分子原料和能量，促进细胞存活; 另一方面过度的细胞自
噬可导致细胞死亡，从而引起一系列疾病过程。自噬作用在机体的生理和病理过
程中广泛存在，与人类的多种疾病，尤其是癌症有密切关系[25]。 
自噬过程是一复杂的过程，其受多方面因素的调节，如PI3K-Akt-mTOR通路、
Beclin-1、PTEN及P53等[26]。自噬基因Beclin-1是介导其他自噬蛋白定位于前自噬
小体的关键因子，参与哺乳动物自噬体形成的调控[27]。Beclin-1蛋白在自噬体形
成和自噬调控中起到了重要作用。 
而 CRM1 是哺乳动物主要的出核介导物，参与多种蛋白从细胞核到细胞质
的转运，Beclin-1 就是其中之一。研究发现 CRM1 在多种富含亮氨酸出核信号的
分子的核质转运中起重要作用，Beclin-1 富含亮氨酸核输出信号，其出核依赖
CRM1
[28]。因此我们将探讨新型 CRM1 抑制剂是否通过调节 Beclin-1 的出核而影
响自噬，研究 KPT-185 作用于 MCL 细胞后细胞自噬水平和 Beclin-1 表达水平的
变化及自噬与 Beclin-1 的关系。 
综上，CRM1 可以调节 MCL 的增殖、细胞周期、DNA 损伤修复和染色体稳
态等，使其可能成为 MCL 的新的治疗靶点。新型 CRM1 抑制剂可在体内和体外
显著抑制 MCL 细胞生长，促使 MCL 细胞的凋亡。但其机制仍不清楚，因此我
们将探讨自噬是否在新型 CRM1 抑制剂促 MCL 细胞凋亡中发挥作用。在本实验
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中我们将研究 CRM1 抑制剂对 MCL 细胞自噬水平和 Beclin-1 表达水平的影响及
自噬与 Beclin-1 的关系。 
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